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ABSTRACT 
Status of avian influenza virus subtype H5N1 in Indonesia until 2014 is still endemic in poultry and recorded, 
there were two types clade of circulating H5N1 namely clade 2.1.3 and the new introduction of lade 2.3.2 since 
the end of 2012. Both of the clade of avian influenza viruses subtype H5N1 (clade 2.1.3 and 2.3.2) caused the 
the  AI vaccination program to control of AI in poultry needs to be evaluated.  In this study, we developed a 
bivalent AI vaccine (which contains clade 2.1.3 and 2.3.2 viruses as a seed vaccine) that   adapted with  the 
circulation of AI viruses in the field. Result of the study showed that the bivalent vaccine which developed in 
this study has good efficacy that was challanged with both of AI clade AI and proven to reduce shedding / viral 
contamination to the environment. It is expected that  the development of bivalent H5N1 vaccine will increase 
the effectiveness and efficacy of vaccination programs to control highly pathogenic avian influenza disease in 
Indonesia. 
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ABSTRAK 
Status virus avian influenza subtipe H5N1 sampai tahun 2014 di Indonesia masih endemis pada unggas dan 
tercatat terdapat dua jenis clade H5N1 yang bersirkulasi yaitu clade 2.1.3 dan adanya introduksi baru clade baru 
2.3.2 sejak akhir tahun 2012.  Bersirkulasinya kedua clade virus AI subtipe H5N1 (clade 2.1.3 dan 2.3.2) di 
Indonesia ini menyebabkan penggunaan vaksinasi AI dalam mengendalikan penyakit AI pada unggas perlu 
dievaluasi, sehingga dalam penelitian ini dikembangkan vaksin bivalen AI (yang mengandung seed virus AI 
clade 2.1.3 dan 2.3.2) dalam mengendalikan penyakit AI disesuaikan dengan sirkulasi virus AI yang beredar di 
Indonesia. Hasil penelitian menunjukkan bahwa vaksin bivalen dalam studi ini secara uji laboratoris merupakan 
vaksin yang berpotensi dan mempunyai efikasi yang baik dalam mengatasi penyakit AI dari kedua clade yang 
beredar dan terbukti mengurangi shedding cemaran virus ke lingkungan. Diharapkan dengan pengembangan 
vaksin bivalen H5N1 akan menambah keefektifan dan efikasi program vaksinasi dalam mengendalikan 
penyakit avian influenza di Indonesia.  
 
Kata Kunci : virus avian influenza, clade, vaksin, bivalen 
PENDAHULUAN 
 
Penyakit avian influenza  yang disebabkan 
virus AI subtipe H5N1 telah bersirkulasi lebih 
dari sepuluh tahun sejak diidentifikasi pada 
tahun 2003 (Dharmayanti et al. 2004; Wiyono 
et al. 2004).  Virus AI/H5N1 di Indonesia telah 
menjadi endemis di Indonesia (Sedyaningsih et 
al. 2007) dan berkembang menjadi penyakit 
zoonosis  yang menyebabkan transmisi zoonotik 
ke manusia sejak Juli tahun 2005 (Sedyaningsih 
et al. 2007).  Menurut klasifikasi WHO/OIE/
FAO, semua virus H5N1 yang diisolasi dari 
unggas dan manusia di Indonesia termasuk 
dalam clade 2.1, dimana virus H5N1 yang 
predominan ditemukan sejak tahun 2005 sampai 
saat ini berasal dari clade 2.1.3 (2.1.3.1, 2.1.3.2, 
dan 2.1.3.3). Sebagian besar virus H5N1 termasuk 
kelompok clade 1 dan 2.  Secara genetik berbeda 
kelompok merefleksikan distribusi geografi dari 
spesies unggas (WHO 2008; WHO 2012). 
Beberapa penelitian menunjukkan bahwa 
infeksi virus-virus H5N1 clade 2.1 pada golongan 
ayam (gallinaceous) seperti ayam layer, ayam 
broiler, ayam kampung bersifat sangat pathogen, 
menyebabkan sakit perakut dan kematian dalam 
jumlah tinggi, sedangkan itik dan unggas air 
lainnya relatif lebih tahan terhadap infeksi virus
-virus ini. Namun sejak  September 2012, 
perkembangan virus avian influenza subtipe 
H5N1 menimbulkan banyak kematian pada itik 
yang disebabkan oleh adanya introduksi virus 
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AI clade 2.3.2.  Virus AI H5N1 di Indonesia 
sebelumnya dan sampai saat ini masih bersirkulasi 
adalah virus AI clade 2.1 (2.1.1; 2.1.2. dan 2.1.3) 
yang telah menginfeksi unggas dan manusia. 
Berdasarkan hasil penelitian Dharmayanti et al. 
(2013, 2014) kedelapan gen virus AI clade 2.3.2 
ini berasal dari sumber luar negeri sehingga 
kemungkinan besar virus ini bukan merupakan 
hasil mutasi clade sebelumya yaitu 2.1, namun 
merupakan introduksi virus dari luar Indonesia. 
Bersirkulasinya kedua clade virus AI 
subtipe H5N1 (clade 2.1.3 dan 2.3.2) di 
Indonesia ini menyebabkan penggunaan vaksinasi 
AI dalam mengendalikan penyakit AI pada 
unggas perlu dievaluasi, sehingga dalam 
penelitian ini dikembangkan vaksin bivalen AI 
(yang mengandung seed virus AI clade 2.1.3 
dan 2.3.2) dalam mengendalikan penyakit AI 
disesuaikan dengan sirkulasi virus AI yang 
beredar di Indonesia.  Vaksin bivalen ini 
mengandung virus AI clade 2.1.3 (A/Chicken/
West Java/Pwt-Wij/2006) yang merupakan 
virus yang diidentifikasi oleh BBLitvet yang  
merupakan virus AI yang mengalami antigenic 
drift yang diisolasi pada tahun 2006 
(Dharmayanti et al. 2011).  Virus ini merupakan 
salah satu virus AI H5N1 yang ditetapkan oleh 
Pemerintah Indonesia sebagai salah satu seed 
vaksin yang direkomendasikan untuk digunakan 
sebagai vaksin H5N1 pada unggas yang 
didistribusikan di Indonesia.  Setidaknya ada dua 
perusahaan vaksin nasional yang menggunakan virus 
ini sebagai master seed vaksin dan telah 
didistribusikan di seluruh Indonesia dan terbukti 
mampu mengendalikan penyakit AI di peternakan 
ayam. Dalam vaksin bivalen yang sekarang 
dikembangkan ini selain mengandung antigen dari 
virus A/Chicken/West Java/Pwt-Wij/2006 juga 
mengandung virus AI clade 2.3.2 (A/Muscovy Duck/
Banten/Br7/2013). Pada penelitian ini akan dilakukan 
uji laboratorium pengembangan vaksin bivalen ini 
pada ayam petelur.  Hasil penelitian diharapkan 
dapat diperoleh vaksin bivalen yang mempunyai 
efikasi yang tinggi dalam mengendalikan virus AI 
yang  bersirkulasi di Indonesia.  
 
BAHAN DAN CARA KERJA 
 
Virus yang digunakan pada penelitian ini 
adalah virus A/Chicken/West Java/Pwt-Wij/2006 
(clade 2.1.3) yang telah dikarakterisasi pada 
penelitian sebelumnya (Dharmayanti et al. 2011) 
dan telah digunakan sebagai seed vaksin oleh 
beberapa produsen vaksin lokal dan virus clade 
2.3.2 yang diisolasi dari wabah AI pada unggas 
air yaitu A/Muscovy/Banten/BR7/2013.  Metode RT
-PCR digunakan untuk mengidentifikasi virus avian 
influenza subtipe H5 ini sesuai dengan Lee at 
al. (2001) dan dilanjutkan dengan DNA 
sekuensing untuk menentukan homologi virus 
dengan virus tantang dengan metode yang telah 
dipublikasi sebelumnya (Hoffman et al. 2001; 
Dharmayanti et al. 2014). 
Virus tantang yang digunakan untuk menguji 
efekasi vaksin bivalen adalah adalah virus HPAI 
H5N1 clade 2.3.2 yaitu A/Duck/Sukoharjo/Bbvw
-1428-9/2012 clade 2.3.2  (Dharmayanti et al. 2014; 
Wibawa et al. 2012), sedangkan virus HPAI H5N1 
clade 2.1.3 adalah A/Chicken/West Java/Pwt-
Wij/2006.  
Vaksin inaktif bivalen AI H5N1 dipersiapkan 
dari virus HPAI A/Muscovy/Banten/BR7/2013 clade 
2.3.2 (diisolasi dan dikarakterisasi pada penelitian ini) 
dan A/Chicken/West Java/Pwt-Wij/2006 clade 2.1.3 
(Dharmayanti et al. 2011) menggunakan telur ayam 
spesific pathogenic free (SPF) tertunas umur 11 hari 
(PT. Vaksindo).  Kedua virus diinaktifasi dengan β-
propiolacton (1:3000) dan diformulasi dengan ratio 
water to oil 30:70 yaitu, 30% virus vaksin dalam 
phosphate buffer saline (PBS) dan 70% adjuvant ISA 
71VG Montanide™.  Massa antigen di dalam vaksin 
AI bivalen mengandung 256 HAU (128 HAU 
antigen A/Muscovy Duck/Banten/BR7/2013 clade 
2.3.2 dan 128 HAU A/Chicken/West Java/2006 
clade 2.1.3) per dosis.  
Ayam layer spesific pathogenic free (SPF) 
dipelihara dari DOC (day old chicken) dikandang 
BSL 3 (Biosafety level 3) (BBLitvet), diberi makan 
dan minum secara adlibitum. Empat puluh ekor 
ayam SPF umur 3 minggu  dikelompokan menjadi 2, 
yaitu kelompok 1 terdiri dari ayam layer SPF 
divaksinasi dengan 1 dosis vaksin inaktif 
bivalen AI H5N1 dan kelompok 2 yaitu ayam 
layer SPF tidak divaksinasi (sebagai kontrol), 
setiap kelompok terdiri dari 20 ekor ayam SPF.  
Kelompok ayam layer SPF coba diambil sampel 
darah sebelum divaksinasi dan setelah 3 minggu 
pascavaksinasi untuk diuji hemaglutinasi inhibisi 
(HI) dengan menggunakan antigen AI H5N1 
clade 2.3.2 dan antigen AI H5N1 clade 2.1.3.  
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Selanjutnya ayam layer SPF divaksinasi dan 
ayam layer SPF kontrol (tidak divaksin) dibagi 
ke dalam 2 kelompok, yaitu kelompok ditantang 
dengan virus HPAI A/Duck/Sukoharjo/Bbvw-
1428-9/2012 clade 2.3.2  dan kelompok 
ditantang dengan virus  HPAI A/Chicken/West 
Java/Pwt-Wij/2006 clade 2.1.3., setiap kelompok 
terdiri dari 10 ekor   dan ditantang dengan titer 
virus 105–106 EID50 per 0,1 ml/ekor secara intra 
nasal di dalam kandang isolator BSL-3 Moduler 
(BBLitvet).  Pengamatan gejala klinis dari 
morbiditas dan mortalitas setiap pagi dan sore 
hari selama 14 hari. Pengamatan sheeding virus 
tantang dilakukan pada hari ke 2, 5, 8, 11 dan 
14 pascatantang, dengan mengkoleksi swab 
Oropharyngeal dan kloaka.  Selanjutnya dilakukan 
uji reisolasi virus tantang.  
Serum darah ayam layer SPF coba di Uji 
HI untuk mengukur kandungan titer antibodi 
terhadap antigen AI dalam serum ayam coba.  
Pada penelitian ini setiap serum diuji terhadap 
antigen AI HPAI A/Muscovy Duck/Banten/
BR7/2013 clade 2.3.2 dan A/Chicken/West 
Java/Pwt-Wij/2006 clade 2.1.3.  Prosedur uji HI 
mengikuti Oie (2012) dan Indriani et al. (2004).  
Untuk mengetahui adanya shedding dari 
virus tantang pada ayam coba, virus diisolasi 
pada telur ayam specific pathogenic free (SPF) 
tertunas umur 10 hari. Setiap sampel ulas/swab 
diinfeksikan ke dalam 3 butir telur secara intra 
alantoik. Sampel ulas/swab Oropharyngeal maupun 
kloaka dalam media transpor DMEM yang 
mengadung 500 IU Penicillin-Streptomycin, 
Gentamycin, Fungizone dan 2% Foetal calf 
serum di sentrifugasi pada kecepatan 1000 g 
selama 10 menit, setiap sampel swab di 
inokulasikan ke dalam cairan alantois telur 
ayam tertunas SPF umur 10 hari. Telur yang 
telah diinokulasi kemudian diinkubasi pada 
suhu antara 370C selama 72 jam. Selanjutnya 
cairan alantois dari telur yang telah terinfeksi 
diuji terhadap aktivitas haemaglutinasi (HA), 
dan apabila hasilnya memberikan reaksi negatif 
maka dilakukan lintasan/pasase selanjutnya ke 
telur tertunas lainnya sampai maksimum 3 
lintasan untuk menyatakan bahwa isolasi virus 
negatif (Swayne &  Jackwood 2006).  
Data hasil uji serum (serologi) yang berupa 
kandungan antibodi (titer HI) dari sampel serum 
pre dan pasca vaksinasi serta pascatantang di 
analisa dengan Geometrik mean. 
 
HASIL  
 
Analisis filogenetika virus vaksin bivalen 
dibandingkan dengan virus tantang 
Analisis homologi virus menunjukkan bahwa 
virus A/Muscovy Duck/Banten/BR7/2013  pada 
tingkat nukleotida mempunyai homologi sekitar 
90% dan 89% pada tingkat asam amino dengan 
virus A/Chicken/West Java/Pwt-Wij/2006, dan 
98% (nukleotida), 98% (asam amino) dengan 
virus A/Duck/Sukoharjo/Bbvw-1428-9/2012.  
Sedangkan antara virus A/Duck/Sukoharjo/
Bbvw-1428-9/2012 dengan virus A/Chicken/West 
Java/Pwt-Wij/2006 mempunyai homologi sekitar 
92% (nukloetida) dan 90% (asam amino).  Hasil 
analisis ini memperlihatkan bahwa virus BR7 
dan virus Sukoharjo mempunyai kemiripan 
genetik yang sangat tinggi dan mempunyai 
perbedaan cukup besar dengan virus A/Chicken/
West Java/Pwt-Wij/2006 yaitu sekitar 10% pada 
asam aminonya.  Perbedaan yang cukup besar 
ini diduga akan menurunkan efektivitas vaksin 
clade 2.1.3 terhadap virus clade 2.3.2 dan akan 
memperpanjang shedding virus yang terjadi. 
Hal yang serupa juga diperlihatkan pada analisis 
filogenetika (Gambar 1) yang memperlihatkan 
jarak genetik  cukup jauh antara virus A/
Muscovy Duck/Banten/BR7/2013   sebagai seed 
vaksin dan virus A/Duck/Sukoharjo/Bbvw-1428
-9/2012 yang merupakan clade 2.3.2 dengan  
virus A/Chicken/West Java/Pwt-Wij/2006 
(clade 2.1.3). Namun 2 jenis virus H5N1 ini 
adalah virus yang sekarang sedang bersirkulasi 
di Indonesia, sehingga pada penelitian ini 
dilakukan formulasi vaksin bivalen yang 
mengandung kedua jenis clade yang bertujuan 
untuk memperoleh kekebalan yang lebih baik 
pada unggas.  
 
Respon pascavaksinasi vaksin inaktif bivalen 
AI H5N1    
Respon vaksin bivalen AI H5N1 pada 
ayam layer SPF disampaikan di dalam Gambar 
1. Ayam layer SPF umur 1 hari (DOC) tidak 
memperlihatkan adanya antibodi AI H5N1. 
Ayam layer SPF umur 3 minggu tidak 
memperlihatkan adanya titer antibodi AI, 
kemudian divaksinasi dengan vaksin bivalen AI 
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 A /C hic k en /W es t  Java /S M IP A T/2006
 A /C k /Jak arta /DK IN urs /2007
 A /Ch ic k en /W es t  Java /P W TW IJ/2006
 A /M us c ovy duc k /W es t Java /B k s 3 /2007
 A / Indones ia /C DC1032 /2007
 A /Indones ia /CD C1047 /2007
 A /M us c ovy duc k /Jak arta /DK IS um 106/2006
 A /Ch ic k en / Indones ia /B andung163149/2006
 A /C k /W es t  Java /S m iA c u l/2008
 A /M us c ovy  Duc k /Jak arta /HA B W IN /2006
 A /Ch ic k en / Indones ia /S iak 16312 /2006
 A /M us c ovy  D uc k /Indones ia /K edri163124/2006
 A /Ch ic k en /M urao  Jam bi/B B P V II/2005
 A / Indones ia /5 /2005
 A /Ck /W es t  Java /S m iH ay /2005
 A / Indones ia /CD C7/2005
 A /Ch ic k en /B andar Lam pung /B B P V III/2006
 A /Ch ic k en /P a lem bang/B P P V III/2005
 A /Ck / Inhu /B P P V RII/2007
 A /C k /P es s e l/B P P V RII/2007
 A /M us c ovy duc k /B grCw /2005
 A /D uc k /B anten /P dg lK as /2004
 A /M us c ovy duc k /Jak arta /DK IUw it /2004
 A / Indones ia /6 /2005
 A /Ch ic k en /De li S erdang /B P P V 1/2005
 A /C h ic k en /K aro /B B P V II/2006
 A /C h ic k en/P adang /B B P V II/2006
 A / Indones ia /CDC 594/2006
 A / Indones ia /CDC 596/2006
 A / Indones ia /CDC 597/2006
 A /Ck /W es t  Java /1074 /2003
 A /c h ic k en / Indones ia/11 /2003
 A /C hic k en /W es t  Java /HA M D /2006
 A /c h ic k en / Indones ia /7 /2003
 A /Ck /W es t Java /B L IP A /2003
 A /D uc k /Tabanan /B P P V 1/2005
 A /c h ic k en /Y am aguc h i/7 /2004
 A /c row /K y o to /53 /2004
 A /whooper s w an /M ongo lia /244 /2005
 A /E gy p t /3300-NA M R U3/2008  HA
 A /E gy pt /2321-NA M RU 3/2007
 A /G oos e /G uangdong/1 /96
 A /m ig ra to ry  duc k /Jiangx i/1657 /2005
 A /qua il /V ie tnam /177 /2004
 A /Tha iland /16 /2004
 A /Tha iland /676 /2005
 A /Ch ic k en /Y unnan /493 /05
 A /duc k /G uiy ang /3242 /2005
 A /c h ic k en /G u iy ang /3055 /2005
 A /c h ic k en /Tha iland /NP 172 /2006
 A /G uangz hou /1 /2006
 A /c h ic k en /M a lay s ia /5223 /2007
 A /A nhu i/1 /2005
 A /M us c ovy  duc k /V ie tnam /39 /2007
 A /duc k /Hunan /149 /2005
 A /duc k /Hunan /127/2005
 A /M us c ovy  Duc k /B an ten /B R7/2013
 A /D uc k /B an tu l/B B V W  14439 /2012
 A /Duc k /S uk oharjo /B B V W  14289 /2012
 A /E nvironm ent /E as t  Java /LB M LM 13/2012
 A /duc k /V ie tnam /O IE -2202 /2012
 A /c h ic k en/V ie tnam /O IE -2215 /2012
 A /g rea t b lac k headed gu ll/Q ingha i/3 /2009
 A /g rea t b lac k -headed  gu ll/Q ingha i/3 /2009
 A /g rea t  b lac k headed  gul l/1/2009
 A /environm ent /Chang  S ha /1 /2009
 A /duc k /Lao /463 /2010
 A /c h ic k en/N epa l/253 /2010
 A /c h ic k en /Nepa l/5 -1c l/2010
 A / ruddy  s he lduc k /M ongo lia /X42 /2009
 A /bar-headed  goos e /M ongo lia /X25 /2009
 A /duc k /Hok k a ido /W Z83/2010
 A /m andarin  duc k /K orea /K 10483 /2010
 A /m andarin  duc k /Nagas ak i/4201A 012 /2011
7 8
9 9
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9 9
9 4
6 0
6 0
6 7
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10 0
1 0 0
1 0 0
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1 0 0
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1 0 0
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Virus H5N1 clade 2.1.3
Virus H5N1 clade 2.3.2
 
H5N1.   Respon pascavaksinasi vaksin bivalen AI 
H5N1 pada ayam layer SPF setelah 3 minggu 
pascavaksinasi (umur 6 minggu) titer antibodi 
meningkat tajam secara individu dengan mean titer 
6,5 log2 dan confidience interval (CI) 5,99 – 7,03 
terhadap antigen AI H5 BR7 dan mean titer 6,7 log2 
dan confidience interval (CI) 6,29 – 7,13 terhadap 
antigen AI H5 PWT. 
 
Morbiditas dan mortalitas ayam SPF coba 
pascatantang 
Ayam layer SPF divaksinasi vaksin bivalen AI 
H5N1 pada umur 6 minggu, setelah 3 minggu 
pascavaksinasi diinfeksi virus tantang H5N1 A/ck/
wj/Pwt-Wij/2006 clade 2.1.3 dan A/Duck/Sukoharjo/
Bbvw-1428-9/2012 clade 2.3.2. dengan dosis 106 
EID50 per 0,1 ml/ekor disampaikan dalam Tabel 1.   
 
Kelompok virus tantang H5N1 clade 2.3.2   
Ayam layer SPF divaksinasi vaksin bivalen 
AI H5N1 dan diinfeksi virus  A/Duck/Sukoharjo/
Bbvw-1428-9/2012 subtipe H5N1 clade 2.3.2 tidak 
memperlihatkan klinis AI dan tidak terjadi morbiditas 
dan mortalitas hingga akhir pengamatan (14 hari 
pascainfeksi), sedangkan kelompok ayam layer 
SPF kontrol (tidak divaksinasi) dan diinfeksi 
Gambar 1. Filogenetika gen HA virus avian influenza subtipe H5N1.  Gambar panah menggambarkan posisi 
virus H5N1 clade 2.1.3 dan clade 2.3.2 yang digunakan dalam penelitian ini 
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virus tantang A/Duck/Sukoharjo/Bbvw-1428-
9/2012 subtipe H5N1 clade 2.3.2 memperlihatkan 
klinis dan kematian dengan mean dead time (MDT) 
3,5 hari pascainfeksi. 
  
Kelompok virus tantang H5N1 clade 2.1.3  
Ayam layer SPF divaksinasi vaksin bivalen 
AI H5N1 dan diinfeksi virus A/ck/wj/Pwt-
Wij/2006 clade 2.1.3 tidak memperlihatkan 
morbiditas dan mortalitas hingga hari ke 14 
pascainfeksi, sementara pada kelompok ayam 
layer SPF kontrol (tidak divaksinasi) dan diinfeksi 
virus tantang  A/ck/wj/Pwt-Wij/2006 clade 2.1.3 
memperlihatkan klinis dan kematian dengan  mean 
dead time (MDT) 3,3 hari pascainfeksi. 
 
Shedding virus tantang 
Pola pelepasan (shedding) virus tantang yaitu; 
route dan duration ditentukan dengan mendeteksi 
virus hidup melaui oropharyngeal dan kloaka (Tabel 
1). 
Ayam layer SPF divaksinasi vaksin bivalen 
AI H5N1 dan diinfeksi virus  A/Duck/
Sukoharjo/Bbvw-1428-9/2012 subtipe H5N1 
clade 2.3.2 terdeteksi adanya shedding virus pada hari 
ke 2 pascainfeksi melalui oropharyngeal 2 dari 10 
ekor ayam layer SPF coba, dan tidak terdeteksi 
pada hari ke 5, 8, 11 dan 14 pascainfeksi, 
sedangkan pada ayam layer SPF kontrol (tidak 
divaksinasi) terdeteksi shedding virus tantang 
pada hari ke 2 pascainfeksi 10 dari 10 ekor ayam 
layer SPF coba, baik melalui oropharyngeal maupun 
kloaka.  
Ayam layer SPF divaksinasi vaksin bivalen 
AI H5N1 dan diinfeksi virus A/Chicken/West 
Java/Pwt-Wij/2006 clade 2.1.3 tidak terdeteksi 
adanya shedding virus tantang baik melalui 
oropharyngeal maupun kloaka pada hari ke 2, 5, 8, 
11, dan 14 pascainfeksi, sementara pada ayam layer 
SPF kontrol (tidak divaksinasi) terdeteksi shedding 
virus tantang pada hari ke 2 pascainfeksi 10 dari 10 
ekor ayam layer SPF coba, baik melalui 
oropharyngeal maupun kloaka. 
 
Respon antibodi AI pascainfeksi 
Kandungan antibodi AI pada ayam layer 
SPF divaksinasi vaksin bivalen AI H5N1 
setelah 14 hari pascainfeksi virus tantang 
memperlihatkan kenaikan titer antibodi yang 
sangat tajam bila dibandingkan dengan kontrol, 
seperti disampaikan dalam Gambar 2.  Ayam 
layer SPF divaksinasi vaksin bivalen AI H5N1 
dan diinfeksi virus  A/Duck/Sukoharjo/Bbvw-
1428-9/2012 subtipe H5N1 clade 2.3.2 
memiliki titer antibodi AI 10,55 log2 dengan CI 
10,5-10,96 terhadap antigen AI H5 BR7 , 
Sedangkan Ayam layer SPF divaksinasi vaksin 
bivalen AI H5N1 dan diinfeksi virus A/
Chicken/West Java/2006 clade 2.1.3 memiliki 
titer antibodi 11 log2 dengan CI 11-11 terhadap 
antigen AI H5 PWT. Hal ini menunjukan virus 
tantang bekerja dengan baik. 
Hasil uji Efikasi Vaksin bivalen AI H5N1 
yang dipersiapkan dari 2 seed virus AI H5N1 
termasuk ke dalam clade 2.3.2  (A/Muscovy 
Duck/Banten/BR7/2013) dan clade 2.1.3 (A/
Chicken/West Java/2006) memperlihatkan 
kemampuannya dalam memberi perlindungan 
pada ayam SPF coba umur 3 minggu dari 
infeksi virus AI H5N1 A/Duck/Sukoharjo/
Bbvw-1428-9/2012 clade 2.3.2 dan A/Chicken/
West Java/2006 clade 2.1.3, dengan tingkat 
proteksi 100% dan shedding virus tidak 
terdeteksi pada ayam SPF coba terinfeksi virus 
AI H5N1 clade 2.1.3 (homolog), sementara 
ayam SPF coba terinfeksi virus AI H5N1 clade 
2.3.2 terdeteksi pada hari ke 2 PI. Sesuai FOHI 
(2013) vaksin AI H5N1 yang baik sekurang-
kurangnya memberikan perlindungan 90% dan 
shedding virus > 8 hari PI. Dengan demikian 
diharapkan vaksin AI bivalen H5N1 dapat 
diaplikasikan pada ayam layer untuk mencegah 
adanya paparan infeksi virus AI H5N1 clade 
2.3.2 dan clade 2.1.3 serupa dilapang.     
 
PEMBAHASAN 
 
Evolusi virus AI terus menerus terjadi 
secara dominan di glikoprotein permukaan 
virus, namun hal ini dapat juga terjadi pada 
segmen gen lainnya.  Variabilitas virus adalah 
sebagai hasil dari akumulasi perubahan molekul 
pada delapan segmen RNA  yang dapat terjadi 
melalui mekanisme mutasi titik (antigenic 
drift), gene reassortment (antigenic shift), 
defective-interfering particles dan rekombinasi 
RNA. Setiap mekanisme ini berkontribusi 
terhadap evolusi virus avian influenza (Webster 
et al. 1992). Mutasi termasuk substitusi, delesi 
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dan insersi adalah salah satu mekanisme paling 
penting dalam menghasilkan variasi virus 
influenza. Kurangnya aktifitas proofreading 
polimerase RNA berkontribusi terhadap kesalahan 
replikasi 1 basa setiap 104basa (Holland et al. 
1982). Setiap siklus replikasi RNA 
menghasilkan campuran populasi dengan 
beberapa varian, sebagian besar dari mereka 
seringkali tidak tampak, namun mempunyai 
potensi untuk mutasi sehingga dapat menjadi 
dominan dibawah seleksi positif (Webster et al. 
1992).  Mutasi inilah yang mengakibatkan 
perubahan karakter virus harus terus dimonitoring, 
karena perubahan pada virus mungkin akan 
menyebabkan harus dievaluasinya seed virus 
vaksin secara periodik, untuk meningkatkan 
efektifitas vaksin dalam menghadapi virus yang 
bersirkulasi di lapang. 
Program pengendalian penyakit AI terutama 
bertujuan untuk pencegahan, managemen dan 
eradikasi penyakit (Swayne 2009). Program-
program tersebut dalam pengendalian AI diantaranya 
adalah penerapan biosekuriti,  diagnosa penyakit, 
surveilans, eliminasi hewan terinfeksi, meningkatkan 
kekebalan inang dan pendidikan personil (Swayne 
2009). Di Indonesia, dalam rangka mengeradikasi 
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Gambar 2. Titer antibodi AI pada ayam layer SPF pascavaksinasi vaksin bivalen AI H5N1  
Tabel 1. Tingkat Perlindungan vaksin bivalen AI H5N1 terhadap virus HPAI A/Chicken/West Java/Pwt-
Wij/2006 clade 2.1.3 dan A/Duck/Sukoharjo/Bbvw-428-9/2012 clade 2.3.2 pada ayam layer SPF  
Mortalitas
Virus 
Tantang
Mortalitas/To
tal (MDT)
Sampel 2 hari PT 5 hari PT 8 hari PT 11 hari PT 14 hari PT
Positif/total Positif/total Positif/total Positif/total Positif/total
Vaksinasi 0/10 oropharyngeal 2-Oct 0/10 0/10 0/10 0/10
kloaka 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
Kontrol 10/10 (3.5)* oropharyngeal 10 TD TD TD TD
kloaka 10 TD TD TD TD
Vaksinasi 0/10 oropharyngeal 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
kloaka 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
Kontrol 10/10 (3.3)* oropharyngeal 10 TD TD TD TD
kloaka 10 TD TD TD TD
Virus AI H5 terdeteksi
H5N1 clade 2.3.2
H5N1 clade 2.1.3
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dan menurunkan penyebaran virus AI, pemerintah 
melalui Direktorat Kesehatan Hewan, Kementerian 
Pertanian menetapkan sembilan langkah strategis 
pengendalian penyakit AI yaitu  1) biosekuriti; 
2) vaksinasi; 3) depopulasi selektif; 4) pengendalian 
lalu lintas unggas, produk serta limbahnya; 5) 
surveilans dan penelusuran; 6) pengisian kandang 
kembali; 7) stamping out di daerah tertular baru; 
8) peningkatan kesadaran masyarakat serta 9) 
monitoring dan evaluasi. Vaksinasi sebagai 
salah satu alat untuk mengendalikan penyakit 
AI telah dilakukan pemerintah sejak bulan 
Agustus 2004 yaitu dengan melakukan vaksinasi 
masal  terhadap beberapa jenis unggas seperti ayam 
ras, buras, puyuh, itik dan lain-lain dengan 
menggunakan autogenus vaksin. Pemilihan vaksin 
yang digunakan Indonesia pada saat ini adalah 
menggunakan virus clade  2.1.3.1 yang merupakan 
virus predominan di Indonesia (Dharmayanti et al. 
2012).  
Bersirkulasinya virus clade 2.3.2 di 
Indonesia yang berdampingan dengan virus 
clade 2.1.3 yang merupakan virus predominan 
membuat kebijakan vaksinasi dalam pengendalian 
penyakit AI pada unggas harus dievaluasi.  Indriani et 
al. (2014) dalam penelitiannya menyebutkan bahwa 
vaksin AI subtipe H5N1 clade 2.1.3 komersial yang 
beredar di Indonesia  mempunyai tingkat protektifitas 
yang beragam mulai 60-100% terhadap virus AI 
subtipe H5N1 clade 2.3.2 yang bersirkulasi di 
Indonesia. Hal menarik diungkapkan juga dalam 
penelitian Indriani et al. (2014) bahwa 
meskipun mempunyai proteksifitas 100% 
vaksin yang mengadung seed vaksin clade 2.1.3 
mempunyai masa shedding virus yang lama 
yaitu lebih dari 8 hari.  Hal ini tidak sesuai 
dengan standar produksi vaksin Indonesia 
(FOHI) yaitu shedding virus vaksin harus 
kurang dari 8 hari. Hasil penelitian ini 
menunjukkan bahwa vaksin AI subtipe H5N1 
clade 2.1.3 yang beredar di Indonesia meskipun 
proteksifitasnya tergantung pada strain dan 
formulasi vaksin yang digunakan,  dalam tidak 
dapat menurunkan shedding virus. Hal ini 
menjadi penting kerena unggas sehat yang 
masih mampu mengeluarkan virus meskipun 
sudah divaksin dan akan menjadi faktor resiko  
terjadinya transmisi virus dari unggas ke unggas 
lainnya sehingga terjadi wabah atau penularan 
dari unggas ke manusia.  
Unggas yang divaksinasi dengan vaksin 
bivalen pada penelitian ini mampu memberikan 
proteksi yang baik pada ayam SPF dan shedding 
tidak terjadi ketika ditantang dengan virus A/
Chicken/West Java/Pwt-Wij/2006.  Shedding 
virus terjadi sampai hari kedua ketika unggas 
ditantang dengan virus dari clade 2.3.2.  Hasil 
ini memperlihatkan bahwa virus clade 2.3.2 
mempunyai kecenderungan masih belum dapat 
dinetralisir oleh antibodi yang terbentuk setelah 
vaksinasi dengan vaksin bivalen.  Hasil 
penelitian ini dapat digunakan sebagai referensi 
bagi pemerintah Indonesia, dalam menentukan 
dan mengevaluasi jenis vaksin dan program 
vaksinasi pada unggas dalam mengendalikan 
virus avian influenza yang sekarang bersirkulasi 
di Indonsia yaitu clade 2.1.3 dan clade 2.3.2.  
 
KESIMPULAN 
 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa 
unggas yang divaksin dengan vaksin bivalen 
yang mengandung jenis virus H5N1 yang 
berbeda clade yaitu 2.1.3 dan 2.3.2 mempunyai 
proteksifitas yang optimal terhadap kedua clade 
dan mampu menurunkan shedding virus.   
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